The function of amphioxus Lefty gene in embryonic development by 张桦洋
学校编码：10384   分类号      密级   
学号：21620141152574    UDC   
硕  士  学  位  论  文 
文昌鱼 Lefty 基因在胚胎发育中的功能研究 
The function of amphioxus Lefty gene in embryonic 
development 
张桦洋 
 指导教师姓名：  王义权 教授  李光 博士 
 专 业 名 称 ： 生物化学与分子生物学 
 论文提交时间： 2017年 04月 
 论文答辩时间： 2017年 05月 
 学位授予时间： 2017年 06月 
答辩委员会主席：王重刚 教授 
评    阅    人：   
2017年 05月 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
厦门大学学位论文原创性声明 
本人呈交的学位论文是本人在导师指导下,独立完成的研究成
果。本人在论文写作中参考其他个人或集体已经发表的研究成果，均
在文中以适当方式明确标明，并符合法律规范和《厦门大学研究生学
术活动规范（试行）》。 
另外，该学位论文为（                     ）课题（组）的
研究成果，获得（             ）课题（组）经费或实验室的资助，
在（             ）实验室完成。（请在以上括号内填写课题或课
题组负责人或实验室名称，未有此项声明内容的，可以不作特别声
明。） 
 
声明人（签名）：            
        年    月   日
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
厦门大学学位论文著作权使用声明 
本人同意厦门大学根据《中华人民共和国学位条例暂行实施办
法》等规定保留和使用此学位论文，并向主管部门或其指定机构送交
学位论文（包括纸质版和电子版），允许学位论文进入厦门大学图书
馆及其数据库被查阅、借阅。本人同意厦门大学将学位论文加入全国
博士、硕士学位论文共建单位数据库进行检索，将学位论文的标题和
摘要汇编出版，采用影印、缩印或者其它方式合理复制学位论文。 
本学位论文属于： 
（     ）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，
于   年  月  日解密，解密后适用上述授权。 
（     ）2.不保密，适用上述授权。 
（请在以上相应括号内打“√”或填上相应内容。保密学位论文应是
已经厦门大学保密委员会审定过的学位论文，未经厦门大学保密委员
会审定的学位论文均为公开学位论文。此声明栏不填写的，默认为公
开学位论文，均适用上述授权。） 
 
声明人（签名）：       
                                          年   月   日 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目录 
摘要 ............................................................................................................. 1 
Abstract ...................................................................................................... 4 
第一章 文献综述 ...................................................................................... 7 
一 文昌鱼胚胎发育概况 ...................................................................................... 7 
二 胚胎背腹体轴的形成机制及胚层分化 .......................................................... 8 
1 脊椎动物背腹体轴的形成及胚层的分化.................................................. 8 
2 文昌鱼组织者及背腹轴的形成.................................................................. 9 
三 Lefty 基因及其研究进展 ............................................................................... 11 
1 代表性物种 Lefty 基因的研究进展.......................................................... 11 
2 文昌鱼 Lefty 基因研究进展...................................................................... 14 
四 论文选题意义与研究目的 ............................................................................ 14 
第二章 文昌鱼胚胎发育中 Lefty 基因表达谱分析 ............................. 16 
一 材料方法 ........................................................................................................ 16 
1 材料............................................................................................................ 16 
2 方法............................................................................................................ 16 
二 结果 ................................................................................................................ 17 
三 讨论 ................................................................................................................ 21 
1 文昌鱼 Lefty 基因与 Nodal 基因表达谱之间的对比与分析 .................. 21 
2  Lefty 基因在文昌鱼早期胚胎发育中的功能......................................... 22 
第三章 过表达文昌鱼 Lefty 基因对胚胎发育的影响 ......................... 23 
一 材料方法 ........................................................................................................ 23 
1 材料............................................................................................................ 23 
2 方法............................................................................................................ 23 
二 结果 ................................................................................................................ 26 
1 过表达文昌鱼 Lefty mRNA 后胚胎的表型 ............................................. 26 
2 过表达文昌鱼 Lefty 基因后胚胎发育相关基因的表达.......................... 28 
三 讨论 ................................................................................................................ 31 
过表达 Lefty 基因与 SB505124 封闭 Nodal 信号通路之间的异同 .......... 31 
第四章 敲除文昌鱼 Lefty 基因对胚胎发育的影响 ............................. 33 
一 材料与方法 .................................................................................................... 33 
1 材料............................................................................................................ 33 
2 方法............................................................................................................ 33 
二 结果 ................................................................................................................ 36 
1 文昌鱼 Lefty 基因的敲除效率检测.......................................................... 36 
2 F0 代突变体的筛选 .................................................................................... 37 
3 F1 代杂合子的筛选 .................................................................................... 38 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
4 F2 代纯合突变体的鉴定 ............................................................................ 40 
5 敲除文昌鱼 Lefty 基因后胚胎发育相关基因的表达情况...................... 42 
三 讨论 ................................................................................................................ 45 
1 文昌鱼 Lefty 基因在早期胚胎体轴发育中的功能.................................. 45 
2 文昌鱼 Lefty 基因在早期胚胎胚层特化中的功能.................................. 46 
第五章 文昌鱼 Lefty 基因和 Nodal 信号通路的关系 ........................ 48 
一 材料与方法 .................................................................................................... 48 
1 材料............................................................................................................ 48 
2 方法............................................................................................................. 48 
二 结果 ................................................................................................................ 50 
1 Vg1 可以挽救 Lefty 过表达对胚胎的影响 .............................................. 50 
2 抑制或者过度激活 Nodal 信号通路之后 Lefty 基因的早期表达 .......... 54 
三 讨论 ................................................................................................................ 55 
1 文昌鱼 Lefty 基因通过抑制 Nodal 信号调控组织者和体轴的发育 ...... 55 
2 文昌鱼 Lefty 基因通过反馈抑制作用调控 Nodal 信号通路 .................. 55 
总结与展望 .............................................................................................. 56 
参考文献 .................................................................................................. 58 
攻读学位期间发表的论文 ...................................................................... 63 
致谢 ........................................................................................................... 64 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
Contents 
Abstract in chinese .................................................................................... 1 
Abstract in English ................................................................................... 4 
Chapter 1 Introduction ............................................................................. 7 
1 Overview of amphioxus embryogensis ............................................................. 7 
2 Formation mechanism of dorsal-ventral axis and germ patterning ............. 8 
1 Formation of dorsal-ventral axis and germ patterning in vertebrate ............. 8 
2 Formation of organizer and dorsal-ventral axis in amphioxus ..................... 9 
3 Research on Lefty gene .................................................................................... 11 
1 Research on Lefty gene in representative species ....................................... 11 
2 Research on Lefty gene in amphioxus ......................................................... 14 
4 Purpose and meaning of our research ............................................................ 14 
Chapter 2 Expression pattern of Lefty in amphioxus developmen .... 16 
1 Materials and methods .................................................................................... 16 
1 Materials ..................................................................................................... 16 
2 Methods....................................................................................................... 16 
2 Result ................................................................................................................. 17 
3 Discussion.......................................................................................................... 21 
1 Comparison and analysis of Lefty and Nodal expression patterns .............. 21 
2 Function of Lefty in early amphioxus development .................................... 22 
Chapter 3 The effect of Lefty overexpression in early amphioxus 
development  ........................................................................................... 23 
1 Materials and methods .................................................................................... 23 
1 Materials ..................................................................................................... 23 
2 Methods....................................................................................................... 23 
2 Results ............................................................................................................... 26 
1 The phenotype of Lefty overexpression...................................................... 26 
2 The expression of developmental genes after amphioxus Lefty 
overexpression ............................................................................................... 28 
3 Discussion.......................................................................................................... 31 
Chapter 4 The effect of Lefty konckout in early amphioxus ............... 33 
1 Materials and methods .................................................................................... 33 
1 Materials ..................................................................................................... 33 
2 Methods....................................................................................................... 33 
2 Results ............................................................................................................... 36 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
1 Mutagenesis effifiency of Lefty................................................................... 36 
2 Mutants screening of F0 generation ............................................................. 37 
3 Heterozygotes screening of F1 generation   .............................................. 38 
4 Identification of homozygous phenotype of F2 generation ......................... 40 
5 The expression of developmental genes after amphioxus Lefty knockout . 42 
3 Discussion.......................................................................................................... 45 
1 The function of amphioxus Lefty in early axis development ..................... 45 
2 The function of amphioxus Lefty in early germ patterning ........................ 47 
Chapter 5 The relationship between Lefty and Nodal signaling in 
amphioxus ................................................................................................ 48 
1 Materials and methods .................................................................................... 48 
1 Materials ..................................................................................................... 48 
2 Methods....................................................................................................... 48 
2 Results ............................................................................................................... 50 
1 Vg1 rescues the defect in embryos overexpressing Lefty .......................... 50 
2 The early expression of Lefty after inhibiting or overactivating Nodal 
signaling ......................................................................................................... 54 
3 Discussion.......................................................................................................... 55 
1 Amphioxus Lefty regulates the development of organizer and axis by 
inhibiting Nodal signaling.............................................................................. 55 
2 Amphioxus Lefty regulates Nodal signaling by feedback inhibition.......... 55 
Summary and prospects ......................................................................... 56 
Reference.................................................................................................. 58 
Publications ............................................................................................. 63 
Acknowledgements ................................................................................. 64
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
中文摘要 
1 
 
文昌鱼 Lefty 基因在胚胎发育中的功能研究 
摘要 
在脊椎动物胚胎发育过程中，位于组织者处的信号中心对于胚胎体轴和胚层
的形成具有重要作用。组织者的形成需要诸多因子协同作用，如局域具有活性的
Wnt/β-catenin 信号通路、Nodal 信号通路以及 Nodal 信号通路的抑制因子 Lefty
等。文昌鱼是无脊椎动物到脊椎动物的过渡类群，已有研究表明在原肠胚期，文
昌鱼的背唇结构与脊椎动物的组织者同源，但其发育机制和功能尚不清楚。文昌
鱼是体外受精，胚胎发育过程简单，且具有与脊椎动物相似的体轴结构，但其结
构较脊椎动物简单，因此便于对基因在胚胎发育中的功能进行研究。文昌鱼 Lefty
基因是最早表达在将来发育为组织者区域的基因，因此研究文昌鱼 Lefty 基因在
胚胎发育中的功能对研究组织者的发育机制及功能提供帮助。 
本文首先对文昌鱼 Lefty 基因在不同发育时期的空间表达谱进行了系统的研
究，结果显示，文昌鱼 Lefty 基因为非母源性表达，32-细胞时期在胚胎的植物极
细胞内启动合子表达，随后在 64-细胞和 128-细胞时期也都表达在一部分植物极
细胞内，在原肠胚期，Lefty 基因集中表达在文昌鱼胚胎背唇处，在神经胚早期，
该基因主要集中表达在背部中央的外胚层和中胚层组织，而在后端胚孔处的表达
消失，待胚胎发育至神经胚早中期，主要表达在胚胎左侧前部和中部的背神经板、
体节中胚层和咽区内胚层，在神经胚中期，Lefty 基因在背部的表达逐渐减弱，
主要在左侧前端咽区和后端尾芽处表达，待胚胎发育至神经胚晚期，Lefty 基因
在背部的表达完全消失，主要表达在胚胎左侧的内柱和棒状腺原基位置以及左侧
尾芽的体节中胚层和肠道内胚层，幼体时期 Lefty 基因在内柱和棒状腺处的表达
消失，仅在左侧尾芽的体节中胚层和肠道内胚层表达。 
为了进一步研究文昌鱼 Lefty 基因在胚胎发育中的功能，本文采用过表达、
敲除和挽救 3 种途径对该基因进行详细地研究。首先，我们通过注射文昌鱼 Lefty 
mRNA 进行基因过表达研究，结果显示，过表达 Lefty 基因后，胚胎在进入原肠
胚晚期后出现形态异样的表型，主要表现为：原肠胚晚/神经胚早期的胚胎背部
预定神经板区域无法变平，自神经胚中期后，胚胎前端器官和背部组织（神经管、
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脊索、体节）消失，至幼体时期，口、鳃裂及咽部前部器官均不能形成，随后由
于胚胎严重畸形而逐渐死亡。此外，我们还进一步检测了过表达文昌鱼 Lefty 基
因后胚胎发育相关基因的表达情况，结果显示，原肠胚期组织者基因（Nodal 和
Vg1）、背部发育相关基因（Gsc 和 Chordin）和前端发育相关基因（FoxQ2 和
Cer）的表达量均下降，甚至一些基因的表达完全消失，而腹部（EvxA）和后端
（Wnt8）的标记基因表达向背部扩张，神经外胚层（Sox1/2/3）和体节中胚层
（Six1/2）的标记基因表达消失，而表皮外胚层（AP2）的标记基因表达范围扩
张。其次，本文通过 TALEN 技术敲除文昌鱼 Lefty 基因后，发现胚胎出现了与
过表达文昌鱼 Lefty 基因相反的表型，主要表现在：在神经胚早期，部分胚胎出
现异常的形态，背部神经板中间弯曲，腹部形态正常，随着胚胎发育，出现前端
膨大，背部体节明显，后端腹侧消失的表型，待胚胎发育至幼体时期，前端腹侧
的吻体腔消失，口前窝明显增大，且左右两侧各形成一个口前窝和口，内柱和棒
状腺向腹侧突出，鳃裂不能正常形成，后端腹侧的肠道消失，由于胚胎严重畸形
导致胚胎逐渐死亡，最多仅能存活一周左右。同时，我们还检测了敲除文昌鱼
Lefty 基因后与胚胎发育相关基因在早期的表达情况，结果显示，与组织者(Nodal 
和 Vg1)、背部( Gsc 和 Chordin)和前端(Cer)发育相关基因的表达明显上升，且表
达范围扩大，而腹部(EvxA)和后端(Wnt8)发育相关基因表达明显下降，且表达范
围缩小，神经外胚层（Sox1/2/3）和体节中胚层（Six1/2）标记基因的表达范围明
显增大，而表皮外胚层标记基因（AP2）的表达消失。最后，为了探究文昌鱼 Lefty
基因是否通过抑制 Nodal 信号通路调控胚胎发育，我们采用共注射 Lefty mRNA
和 Nodal 信号通路激活剂 Vg1 mRNA 的方法，观察过表达 Lefty 基因后的胚胎表
型能否被 Vg1 所挽救，结果显示，共注射文昌鱼 Lefty mRNA 和 Vg1 mRNA 后，
胚胎背部和前端组织得到了恢复，并且原位杂交的结果也显示，在原肠胚期，组
织者中心的组织者基因Nodal和与背部发育相关基因GSC的表达部分恢复正常，
在神经胚中期，背部脊索的标记基因 Brachyury 的表达也基本恢复正常，说明文
昌鱼 Lefty 基因过表达后的表型能够被 Vg1 挽救。由此可以说明，在文昌鱼中最
早表达在组织者区域的 Lefty 基因通过抑制 Nodal 信号通路调控胚胎组织者和体
轴的发育。 
此外，为了探究文昌鱼 Lefty 基因的合子表达是否受到 Nodal 信号通路调控，
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本文在封闭或过度激活 Nodal 信号通路后，检测胚胎早期 Lefty 基因的表达情况，
结果发现封闭 Nodal 信号通路后导致 Lefty 基因在胚胎发育早期未能启动表达，
而促进 Nodal 信号通路后，Lefty 基因在早期的表达量升高，并且表达范围扩大。
综合以上结果说明文昌鱼 Lefty 基因的合子启动由 Nodal 信号激活，并且文昌鱼
Lefty 基因通过反馈抑制 Nodal 信号通路调控胚胎发育。 
 
关键词：文昌鱼； 胚胎发育； Lefty； 组织者； Nodal 信号通路 
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The function of amphioxus Lefty gene in embryonic development 
Abstract 
The organizer is an essential signaling center required for axial formation and 
germ layer patterning during vertebrate embryo development. Accurate formation of 
the organizer requires regionalized activation of Wnt/β-catenin and Nodal signaling as 
well as Nodal signaling antagonist Lefty. In the basal chordate amphioxus, the dorsal 
lip of gastrula has been proposed to be an analogous structure to vertebrate organizer, 
but its development mechanism and function remain largely uninvestigated. 
Amphioxus is fertilized in vitro, the process of its embryo development is simple, and 
it has similar body axis with vertebrate, but its structure is simpler than that of 
vertebrate, so it is helpful for gene functional researches during the embryonic 
development. Lefty is the earliest gene expressed in primitive organizer region, and so 
the analysis of amphioxus lefty function in embryonic development can help to study 
the development mechanism and function of the organizer. 
In the present study, the spatial expression pattern of amphioxus Lefty gene at 
different development stages was systematically studied. The result showed that Lefty 
was not maternally expressed, and the expression of zygotic transcription was 
restricted to a subset of blastomeres at one side of the vegetal pole at 32-cell stage, as 
well as 64-cell and 128-cell stages. During the gastrula stage, Lefty was expressed in 
the presumptive dorsal cells. At the early neural stage, Lefty was mainly expressed in 
the dorsal ectoderm and mesodermal tissues, and not expressed in the posterior of the 
embryo. At the early-mid neural stage, Lefty was detected in the left dorsal part with 
asymmetric distribution, and it was expressed in the anterior and middle dorsal neural 
plate, somatic mesoderm and pharyngeal endoderm. At the mid-neural, the dorsal 
expression of Lefty was weakened, and was mainly limited in the left pharyngeal 
region and the tailbud. By the late neural stage, the gene dorsal expression was 
completely disappeared, and was mainly detected in the endostyle, branchial anlage 
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and posterior tailbud, however the expression of Lefty in the anterior structure was 
completely disappeared at larva stage. 
To further investigate the role of Lefty in amphioxus, we overexpressed or 
knocked out Lefty gene in the embryos. First, we overexpressed Lefty by injecting 
Lefty mRNA into unfertilized eggs, and the phenotype of injected embryos and 
controls were indistinguishable before late-gastrula, but with the development of 
embryos, the injected embryos failed to form flatting dorsal lip during late-gastrula 
stage, and subsequently, lacked anterior organs and dorsal nerve cord, notochord and 
somites. The larval could not form mouth, gill slits and pharynx, and then died 
because of serious deformity. To more understanding of this phenotype, we examined 
the changes of early genes expression which were specific for embryonic body axis 
and germ layers. The results indicted that the expression of organize genes Nodal and 
Vg1, dorsal related genes Gsc and Chordin, anterior marker genes FoxQ2 and Cer 
were down-regulated or disappeared during gastrulae stage, while the ventral marker 
EvxA and posterior marker Wnt8 were upregulated and radialized, the neuronectoderm 
marker Sox1/2/3 and somatic mesoderm marker Six1/2 were both absent, while the 
epidermal ectoderm marker AP2 was expanded. Furthermore, we knocked out Lefty 
gene by TALEN, Lefty mutation resulted in opposite phenotype of Lefty 
overexpression, during neural stage, Lefty mutation resulted in an enlarged anterior 
and dorsal structures, and the disappearce of posterior gut, during larval stage, 
mutants formed mouth and expanded preoral pit both on the left and right sides, but 
the anterior rostral coelom was not formed, and the endostyle and the club shaped 
gland protruded ventrally. Several abnormalities lead to gradual death of mutants, and 
the mutant could only survive for a week. In gastrulae, the domain of two organizer 
genes (Nodal and Vg1) were expanded ventrally, as well as two dorsal related genes 
(Gsc and Chordin), and the anterior marker (Cer) was expanded, but the ventral 
marker (EvxA) and posterior marker(Wnt8) were severely reduced, the expression of 
neuronectoderm marker Sox1/2/3 and somatic mesoderm marker Six1/2 were both 
expanded, while the epidermal ectoderm marker AP2 was eliminated. In addition, in 
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order to detect if the function of Lefty was realized by antagonizing Nodal signaling 
mediated by Vg1 protein, we tested whether Vg1 could overcome the effect of 
overexpressing Lefty. Compared with injecting Lefty mRNA, co-injection of Vg1 
mRNA and Lefty mRNA in amphioxus showed recoverd dorsal and anterior 
structures, and the expression of organizer gene (Nodal) and dorsal gene (Gsc) were 
normal in some gastrulaes, and the Brachuyury was normally expressed in the 
notochord during mid-neural satge. These results indicated that the effect of Lefty 
overexpression could be overcome by Vg1. And all these suggested an essential role 
for Lefty in the organizer specification and axial patterning of amphioxus embryos by 
limiting Nodal signaling activity. 
Furthermore, to examined the zygotic expression of amphioxus Lefty was 
induced by Nodal signaling pathway, we tested the expression of Lefty after blocking 
or over activating Nodal signaling. The result showed that the expression of Lefty was 
failed to express after blocking Nodal signaling, in contrast, the expression of Lefty 
was up-regulated and expanded by over activating Nodal signaling. Taken together, 
amphioxus Lefty was induced by Nodal signaling, and Lefty regulted the organizer 
and axis development by feedback inhibition of Nodal signaling.  
Keywords: Amphioxus; embryonic development; Lefty; organizer; Nodal 
signaling 
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第一章 文献综述 
一 文昌鱼胚胎发育概况 
 文昌鱼（Amphixous 或 Lancelets）是无脊椎动物到脊椎动物的过渡类群，其成
体结构与脊椎动物相似，但是较脊椎动物更为简单 [1, 2]。另外，文昌鱼雌雄异体，
卵子体外受精，胚胎体外发育，通体透明[3]，这些特征都为研究动物胚胎发育机
制提供了极大的帮助。 
1867 年 Kowalevsky 对文昌鱼的胚胎发育过程进行了最早的描述，文昌鱼的
胚胎发育分为两个阶段，早期胚胎发育与无脊椎后口动物相似，形成与海胆相似
的由中空囊胚内陷形成的原肠胚，后期发育与脊椎动物相似，形成与脊椎动物相
似的脊索，背部神经管，分节的体节等器官[1]。 
随后，Conklin 对文昌鱼的胚胎发育进行了更为深入的研究和描述[4]。文昌
鱼胚胎发育过程中的动物极和植物极的建立首先是出现在卵子发生时期[5]。文
昌鱼卵子受精后出现透明的受精膜，大概 50 分钟左右出现第一次卵裂，之后每
隔 20 分钟卵裂一次。文昌鱼发生辐射型完全卵裂，前两次是径裂，第三次是纬
裂，形成 8-细胞并且分裂球与分裂球之间存在空隙，这些空隙随着卵裂的进行
而逐渐增大[6]。在囊胚中期之前分裂球的分裂是同步进行的，到第八次分裂的
时候，已经完全形成囊胚腔，分裂球分裂的速度也不完全相同[7]。随后进入囊
胚晚期，囊胚球的表面逐渐变光滑，形成由单层细胞组成、内部充满胶状液体
的球状体[6]。 
原肠作用开始的标志是囊胚的植物极变得平缓，植物极细胞变成柱状，并
且向内陷入囊胚腔，形成一个由外部的外胚层和里面的中内胚层组成的碗状结
构，同时形成原肠腔和胚孔。其中外胚层发育为神经系统和外表皮，中内胚层
将来分化为脊索、肌节和肠管等组织，并且出现前后体轴的分化[8, 9] 。文昌鱼
整个原肠胚除了在胚孔周围的组织，其他都发育成头部。文昌鱼的头部包含背
部脑泡，前边 8-12 个体节，咽和鳃裂，口以及脊索的前边部分[10]。 
胚胎发育至原肠胚晚时，胚胎的一侧变平，该侧为背部，此时的胚胎体视镜
下已可分辨背腹了；同时外胚层的细胞层逐渐加厚形成背神经板，背神经板的形
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成意味着胚胎进入神经胚阶段，此期胚胎发育分化出中胚层，进而形成许多重要
器官，包括由外胚层神经板的凹陷和外胚层两侧神经褶的向上卷起形成的神经
管，背部中间中胚层向背面拱起形成的脊索，轴旁中胚层向背侧隆起形成的体
节，以及随后两侧内胚层相连形成的消化道[11]（见图 1-1）  
 
图 1-1 胚胎发育图解截面图（引自 Michael Schubert et al.，2000[11]） 
Fig.1-1 Diagrammatic cross sections of embryos. （From Michael 
Schubert et al.，2000[11]） 
文昌鱼胚胎时期（A）原肠胚早期，（B）神经胚早期，（C）神经胚晚
期。en，中胚层；mdm，背部中间中胚层；nc，神经管；no，脊索；
np，神经板；pm，轴旁中胚层；vm，腹侧中胚层 
Amphioxus at the stages of (A) early gastrula, (B) early neurula, and (C) 
late neurula; Abbreviations: en, endoderm; mdm, mid-dorsal mesoderm; 
nc, nerve cord, no, notochord, np, neural plate; pm, paraxial mesoderm; 
vm, ventral mesoderm.  
二 胚胎背腹体轴的形成机制及胚层分化 
1 脊椎动物背腹体轴的形成及胚层的分化 
研究已表明, 在脊椎动物中，精子进入未受精卵的位点对胚胎背腹轴的建立
具有重要作用。脊椎动物的未受精卵是沿着动植物极呈辐射对称的，精子在动物
半球的进入引起细胞发生皮层旋转，导致辐射对称被打破,使皮层相对于胞质旋
转 30°，植物极向动物极运动，并且在精子进入位点对面的赤道下方形成灰色新
月区，这个区域即为将来的背唇结构，并对胚胎背腹轴的最早建立起着重要作用
[12-14]。海鞘是脊椎动物和文昌鱼的姊妹群，它同样也具有卵胞质运动，并且动力
比无羊膜脊椎动物更为显著，然而海鞘的这种运动是在胚胎后端的特化过程中发
生[15, 16]。皮层旋转使母源因子发生重排，最终导致背腹极性的产生。 
其次，在脊椎动物胚胎发育早期，位于背部的组织者对背腹轴的形成发挥着
重要功能。组织者与背腹轴建立的关系的实验证据最早来自于 1924 年德国科学
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家 Hans Spemann 和他的学生进行的胚胎移植工作。为了便于识别供体组织和宿
主组织，他们以具有两种色素不同的蝾螈胚胎为实验材料，将深色的原肠胚时期
的供体背唇细胞移植到同一时期受体的腹部区域，形成了具有两个体轴的连体胚
胎，这个胚孔背唇细胞的胞质就来源于灰色新月区，Speman 将背唇及其衍生物
称为“组织者”[17-19]。随后，在鸡、斑马鱼和小鼠中也相继发现有类似于“组织
者”的结构[20-22]。背部“组织者”的诱导主要由于 Nodal 在背部的高表达，而
Nodal在背部的高表达和腹部的低表达的表达模式主要依赖于位于Nieuwkoop中
心的 Wnt/β –catenin 信号通路。对于 Nieuwkoop 中心研究最早的是荷兰胚胎科学
家 Pieter Nieuwkoop，他以两栖类胚胎为实验材料，将囊胚时期靠近背部的一群
植物极细胞移植到另一胚胎的腹部后胚胎可发育为含有两个背部区域的胚胎。因
此将这种能够诱导外胚层形成典型的背部中胚层组织的背部内胚层细胞称作 
Nieuwkoop 中心[23]。在 Nieuwkoop 中心背部积累、入核的 β –catenin 与其他因子
相互作用诱导 Nodal 出现浓度梯度表达，不同浓度的 Nodal 诱导不同类型的中胚
层，高浓度的 Nodal 相关蛋白诱导产生背部脊索中胚层，中间浓度的 Nodal 相关
蛋白诱导产生体节中胚层，而没有 Nodal 相关蛋白则产生腹部中胚层[23]。通过这
种方式，胚胎初步确立了中胚层在背腹轴方向的区别，由此可以看出，β –catenin
的区域化入核可以作为脊椎动物背腹特化的最早分子标记，而 Nodal 作为 Wnt/β 
–catenin 信号的下游因子参与胚胎背腹轴的形成和发育。因此，调控胚胎组织者
形成的主要因子包括 Wnt/β –catenin 信号通路和 Nodal 信号通路，同时 Lefty 作
为 Nodal 信号通路的抑制剂对胚胎背腹体轴的形成和发育也发挥重要的作用，具
体机制下文有详细的介绍。 
2 文昌鱼组织者及背腹轴的形成 
1962 年童第周先生将文昌鱼原肠胚早期位于相对位置的胚孔细胞分别移植
到另外两个同一时期的囊胚腔内，其中一个受体可以在腹侧诱导出第二体轴，而
另外一个胚胎只能诱导出肠道，这个结果表明，能够诱导出第二体轴的供体细胞
类群可能位于胚孔背唇，而仅能诱导出肠道的细胞类群可能位于胚孔的腹部, 并
且说明文昌鱼具有类似于脊椎动物组织者的结构[24]。在脊椎动物中，精子的进
入及进入位置对组织者的形成起着决定作用，不同于脊椎动物和海鞘的是，文昌
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